Роль частотозависимого отбора в эволюции клубеньковых бактерий by Проворов, Н. А. & Воробьев, Н. И.
РОЛЬ ЧАСТОТОЗАВИСИМОГО ОТБОРА 
В ЭВОЛЮЦИИ КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИЙ
Н. А. Проворов, Н. И. Воробьев
ВНИИ сельскохозяйственной микробиологии Россельхозакадемии, С.-Петербург
Role of frequency-dependent selection in the evolution of nodule bacteria
N. A. Provorov, N. I. Vorobyov
All-Russia Research Institute for Agricultural Microbiology
The mathematical model is proposed for analysing inputs of horizontal symbiotic (sym) gene transfer 
and of interstrain competition in the evolution of nodule bacteria (rhizobia). Evolution of the closed plant­
microbe system is presented as a series of cycles, each cycle includes’ a) sym gene transfer from virulent 
rhizobia into non-virulent soil bacteria which results in formation of virulent Novel Symbionts (NS); b) 
competition between initial virulent rhizobia and NS for nodule formation; c) multiplication of virulent 
strains in planta and their release into the soil; d) competition between avirulent soil bacteria and NS for 
saprophytic growth ex planta. A recurrent equation is offered to calculate the NS number at each evolution­
ary cycle. With the really allowed parameters of the system its evolution leads to either full forcing out of the 
avirulent soil bacteria by NS (when their saprophytic competitiveness is equal) or to an equilibrium between 
these strains (when the saprophytic competitiveness is lower in NS than in the avirulent soil bacteria). 
Variation of the strains in their ability to compete for the host nodulation may lead to a frequency-dependent 
selection of rare genotypes in the rhizobia population. This selection increases not only the heterogeneity of 
the rhizobia population but also their panmixia because the rare recombinants can be multiplied in the nod­
ules. I llis may lead to a broad expansion of the sym genes in soil bacterial communities which probably 
caused a high taxonomic diversity of rhizobia.
Клубеньковые бактерии (ризобии) — азотфиксирующие симбионты бобовых расте­
ний — уникальная модель для разработки ряда направлений генетики, в первую очередь 
симбиогенетики, экологической и популяционной генетики. Ризобии (роды Azorhizobium, 
Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium) — это факультативные симбионты, и их попу­
ляции заселяют разные экологические ниши: почву (где они существуют как сапротрофы) 
и внутреннюю среду растений-хозяев (где они существуют как биотрофы). Чтобы занять 
эти ниши, ризобиальные штаммы вступают в сложные взаимодействия между собой, с 
другими почвенными микробами, а также с растениями-хозяевами. Эти взаимодействия 
являются объектом интенсивного молекулярно-генетического анализа, и уже выявлен ряд 
генных систем, контролирующих развитие симбиоза (sym-гены), а также адаптацию ризо­
бий к некоторым почвенно-экологическим факторам. Показано, что высокая пластичность 
системы sym-генов (рекомбинационные перестройки, перенос генов между разными 
штаммами) играет важную роль в эволюции симбиотических признаков ризобий [33, 37]. 
Однако популяционные механизмы их эволюции, в частности селективные процессы, обу­
словливающие изменения организации sym-генов, остаются малоизученными.
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Динамическая структура ризобиальных популяций
Природные популяции ризобий характеризуются динамической структурой, что вы- 
рысьется в их высокой генетической гетерогенности и панмиктичности.
Генетическая гетерогенность. Путем анализа изоферментного состава было показа­
на. -то популяции ризобий более полиморфны, чем популяции других бактерий. Значение 
оииартного индекса гетерогенности [29], вычисляемого по формуле Н=( 1-Sp,")■«/(«-1) 
(скд— частота встречаемости /-го генотипа, и — объем выборки штаммов), для ризоби- 
шёь\ популяций составляет 0,46-0,93, тогда как для энтеробактерий 0,21-0,52, а для 
®ы~е?иальных патогенов животных и человека 0,28-0,74.
Очень широким размахом характеризуется изменчивость ризобий по признакам сим- 
:<жпа Штаммы, принадлежащие к одному виду и выделенные из одного образца почвы, 
■огут существенно различаться по вирулентности (количество, размер, скорость образова- 
■н клубеньков), азотфиксирующей активности и даже по хозяйской специфичности 
|сяектр растительных генотипов, с которыми возможно образование симбиоза). Более то­
га. применение полуселективных методов выделения ризобий из почвы показало, что 
■гаммы, способные к симбиозу, представляют лишь верхушку “популяционного айсбер­
га-. а в почвах часто преобладают штаммы, лишенные вирулентности. Так, у ризобий фа- 
сжп< (R. etli), обитающих в почвах Мексики, “спрятанная” (состоящая из невирулентных 
■хаммов) часть популяции составляет более 90% от ее общей численности [35].
Многие данные указывают на то, что именно взаимодействие с растением-хозяином 
— основная причина высокой изменчивости ризобиальных популяций. Это взаимодейст­
вие обусловливает формирование многочисленных ризобиальных популяций и является 
•стовной предпосылкой возникновения их генетического разнообразия [1, 22, 39]. Наибо­
лее полиморфные популяции ризобий обитают в центрах происхождения соответствующих 
растений-хозяев, где наблюдается “параллельное варьирование” симбиотических партне­
ре® [4]. У ризобий гороха (/?. leguminosarum bv. viceae) индекс гетерогенности по изофер- 
звентному спектру составил: для штаммов, выделенных непосредственно из почвы, 0,46, а 
хтт штаммов, выделенных из клубеньков, образовавшихся при выращивании гороха в той 
к почве, 0,57-0,59 [43]. Длительное хранение почвы без растения-хозяина резко снижает 
генетическое разнообразие популяции ризобий люцерны [24].
Панмиктичность. Высокая панмиктичность ризобиальных популяций выражается в 
большом вкладе рекомбинантных генотипов в их структуру. Она была показана путем ана­
лиза "неравновесия по сцеплению” (linkage disequilibrium) изоферментных маркеров, а 
также разных аллелей хромосомных и плазмидных генов. Установлено, что в популяциях 
ризобий фасоли и козлятника 16-30% штаммов являлись в недавнем прошлом донорами 
или реципитентами плазмид [41].
Наибольшая панмиктичность (отсутствие “неравновесия по сцеплению”) выявляется 
при анализе популяций, состоящих из генетически родственных штаммов [20, 28], что мо­
жет быть связано как с высокой частотой переноса между ними генов, так и с высокой ста­
бильностью возникающих рекомбинантов. Однако перенос генов возможен и между отда­
ленными формами ризобий, а рекомбинанты, способные формировать клубеньки на кор­
нях бобовых, удавалось получать при переносе зу/и-генов даже в такие неродственные ри- 
эобиям бактерии, как Escherichia, Lignobacter, Pseudomonas, Sphingobacterium [18, 21,31].
Многие данные указывают на то, что высокая панмиктичность ризобиальных популя­
ций является результатом их взаимодействия с растениями-хозяевами. Это доказывается 
тем. что: а) “неравновесие по сцеплению” (которое говорит о малой панмиктичности попу- 
лпии) характерно для штаммов ризобий R. etli, выделенных из разных растений, но не 
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проявляется у штаммов, выделенных из одного и того же растения [36]; б) в популяциях R. 
leguminosarum комбинирование хромосомных маркеров с “симбиотическими” плазмидами 
значительно ближе к случайному, чем комбинирование с “несимбиотическими” плазмида­
ми [26].
Не вызывает сомнений, что динамическая структура популяций в значительной степе­
ни связана с высокой пластичностью ризобиального генома, который содержит необычай­
но большое (для прокариот) число повторяющихся последовательностей ДНК и IS- 
элементов. У многих штаммов выявлены так называемые “ампликоны” и “симбиотические 
островки” — достаточно протяженные участки генома (60-500 тыс. п. н.), фланкирован­
ные повторами ДНК, которые могут с высокой частотой менять свою копийность, локали­
зацию в геноме, а также переноситься между разными штаммами [27, 30, 37]. Важно отме­
тить, что наибольшая пластичность характерна для участков ризобиального генома, кото­
рые содержат “симбиотические” гены.
Эти факты могут в значительной степени объяснить высокий полиморфизм ризоби- 
альных популяций, однако явно недостаточны для объяснения их высокой панмиктично- 
сти. Парадоксальность ситуации заключается в том, что клубеньковые бактерии лишены 
собственных эффективных систем переноса генов. У некоторых штаммов выявлены конъ- 
югативные плазмиды, однако они переносятся с низкой частотой (не более 10 -КГ6 на 
реципиент) и лишь в редких случаях осуществляют мобилизацию других репликонов. Эф­
фективные системы переноса генов (F, R-факторы) есть у энтеробактерий, но их популя­
ции почти всегда имеют клональную структуру [28]. Разрешить этот парадокс можно, если 
предположить, что в ризобиальных популяциях, взаимодействующих с растениями, дейст­
вуют селективные механизмы, которые обеспечивают преимущественное размножение 
редко возникающих рекомбинантных клонов.
Размножение редких генотипов в ризобиальной популяции, взаимодейст­
вующей с растением-хозяином
К настоящему времени накоплено много данных о динамике отдельных генетических 
процессов (возникновение мутантов, перенос генов, действие факторов отбора) в популя­
циях ризобий. Однако создание экспериментальных систем, в которых возможно одновре­
менное изучение всего комплекса этих процессов, необходимое для построения целостной 
картины микроэволюции ризобий, не представляется возможным. Такая картина может 
быть получена в результате математического моделирования наиболее важных генетиче­
ских процессов, определяющих популяционную динамику ризобий, а именно переноса 
sjm-генов и действия факторов отбора.
Отбор в ризобиальных популяциях осуществляется в ходе межштаммовой конкурен­
ции, которая происходит в двух основных формах: сапрофитная конкуренция (за колони­
зацию почвы) и нодуляционная конкуренция (за образование клубеньков). Мы [5, 6] созда­
ли модель микроэволюционных процессов в простейшей микробно-растительной системе. 
Эта система включает следующие компоненты (рис. 1, Л): симбиотически активный 
штамм, который способен формировать у растений клубеньки (исходный симбионт, или 
ИС); симбиотически неактивный штамм, который не формирует клубеньков, однако может 
приобретать эту способность после переноса sym-генов из ИС (это может быть либо ави- 
рулентный штамм ризобий, либо сапрофитная почвенная бактерия; назовем его авирулент- 
ной местной бактерией, или АМБ). Симбиотически активные бактерии, возникающие в 
результате переноса зу/л-генов из ИС в АМБ, назовем новым симбионтом (НС). Кроме то-
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* сжстему входит растение-хозяин, которое инокулируется вирулентными штаммами
2 * НС Важно отметить, что НС и АМБ составляют единую популяцию изогенных ме- 
ы Ььстерий (МБ), численность которых постоянна. Эта популяция и есть эволюциони-
- лсть системы.
С» .~редположили, что микроэволюция системы носит циклический характер, кото- 
«ералдет жизненные циклы растения-хозяина (рис. 1, Б). При этом считаем, что сис- 
жна замкнутая и ее основные параметры либо не меняются от цикла к циклу (общее число 
•луагжзжс: число бактерий, выходящих в почву из каждого клубенька; частота переноса 
ЙмввшИС в МБ). либо после окончания каждого цикла возвращаются к исходному уров- 
■*. чести ИС и МБ).
Рис 1. Модель циклических микроэволюционных процессов в системе “бактерии-растение- 
оочва" [5]:
д — основные компоненты моделируемой системы; />' — последовательность событий в микроэволюционном цикле
Существенным в модели является то, что в присутствии растения-хозяина конкурент­
ная борьба в ризобиальных популяциях резко усиливается, так как вступает в действие 
фактор конкуренции между штаммами за образование клубеньков, а также обостряется 
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сапрофитная конкуренция между штаммами, находящимися в почве и освобождаемыми е 
нее при отмирании клубеньков. Для того, чтобы проанализировать селективное действие 
каждого из этих типов конкуренции мы предположили, что они осуществляются межд) 
разными штаммами: сапрофитная конкуренция — между НС и АМБ, а нодуляционная 
конкуренция — между НС и ИС.
Важно отметить, что все основные события, включенные в нашу модель, достаточнс 
подробно изучены в лабораторных или полевых опытах, и поэтому мы имеем возможносте 
моделировать популяционные процессы, приближенные к природным процессам. Оказа­
лось, что при реально допустимых значениях параметров системы ее эволюция, как прави­
ло, заканчивается тем, что НС полностью вытесняет АМБ (рис. 2). К такому результату 
система приходит в том случае, когда НС по нодуляционной конкурентоспособности рав­
ны ИС, а по сапрофитной конкурентоспособности равны АМБ. Если же конкурентоспо­
собность штаммов разная, то исход эволюции системы может быть иным.
Рис. 2. Вытеснение новыми симбионтами (НС) авирулентных 
местных бактерий (АМБ) при их равной сапрофитной 
конкурентоспособности [5]
Так, различия НС и АМБ по сапрофитной конкурентоспособности могут обуславли­
вать формирование полиморфных популяций, и в частности — поддержание в них боль­
шого количества симбиотически неактивных штаммов (рис. 3). Высокая выживаемостЕ 
(скорость размножения) АМБ может быть связана с отсутствием уу/и-генов, не нужных для 
сапрофитного роста. Такое допущение вполне оправдано, так как присутствие генов, ж 
нужных для сапрофитного роста бактерий, обычно снижает его скорость [7, 14]. Имеются 
многочисленные данные о том, что симбиотически активные штаммы ризобий уступаю! 
по сапрофитной конкурентоспособности неактивным штаммам [33].
Еще большую роль в формировании структуры ризобиальной популяции играет кон­
куренция за образование клубеньков. Эмпирически было показано [9], что конкуренция 
между двумя вирулентными штаммами (1 и 2), может быть описана уравнением
КХ!К, = с (Л^/Л^)",
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тРис. 3. Установление равновесия между новыми симбионтами (НС) и авирулент- 
ными местными бактериями (АМБ) при сниженной сапрофитной конкурентоспо­
собности НС [6]
гэе Kt и К2 — количества клубеньков, содержащих штаммы 1 и 2; Nt и .\'2 — количества 
этих штаммов в инокулюме; а и с — постоянные (безразмерные) параметры.
Анализ различных бобово-ризобиальных систем показал, что параметр с может быть 
ккбольше, так и меньше 1, а параметр а всегда меньше 1 [9, И, 19, 25, 40]. Нетрудно ви- 
леть. что если Л'р'ЛУ то при “типичных” значениях параметров (а<1; с=1) выполняется
Рис. 4. Размножение редкого (2) вирулентного штамма в популяции клубенько­
вых бактерий в процессе конкуренции с доминирующим (7) штаммом за образо­
вание клубеньков [6]
неравенство K\IKj>N\IN2, т. е. возможность преимущественного размножения in planta 
■отучают штаммы, редко встречающиеся в почве. Например, штамм, составляющий всего 
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10 5 от численности популяции, при величине <7=0,2 будет формировать 10% клубеньков. 
Если мы учтем эту зависимость в нашей модели, то возникает картина выравнивания чис­
ленностей доминирующего и редкого штаммов в ризобиальной популяции, взаимодейст­
вующей с растением (рис. 4).
Роль частотозависимого отбора в микро- 
и макроэволюции ризобий
Таким образом, результатом межштаммовой конкуренции, происходящей в ризоби­
альной популяции при взаимодействии с хозяином, является размножение редко встре­
чающихся генотипов, т. е. их частотозависимый отбор (frequency dependent selection). Эта 
форма отбора широко распространена в природе: она обеспечивает селективные преиму­
щества редких генотипов даже в тех случаях, когда они не обладают повышенной скоро­
стью размножения, что способствует поддержанию полиморфизма популяций [3].
Действие частотозависимого отбора в популяциях ризобий может иметь важные по­
следствия как для микроэволюции, так и для макроэволюции этих бактерий. Наиболее яв­
ным его результатом является повышение гетерогенности ризобиальных популяций при 
взаимодействии с растениями-хозяевами, что было эмпирически показано в ряде работ [1, 
22, 43]. Однако микроэволюционные последствия частотозависимого отбора могут быть и 
более широкими. Действительно, редкими генотипами, которые в результате взаимодейст­
вия бактерий с растением размножаются в популяции, могут быть:
— штаммы “дикого типа”, выживаемость которых в почве низка (из-за чувствитель­
ности к действию неблагоприятных абиотических факторов);
— мутанты штаммов “дикого типа”;
— рекомбинанты, возникающие при переносе уу/и-генов между вирулентными штам­
мами ризобий или же из ризобий в неродственные им бактерии.
Таким образом, частотозависимый отбор может обусловить не только высокий поли­
морфизм ризобиальных популяций, но и их высокую панмиктичность. Последняя, можез 
быть результатом того, что редко образующиеся рекомбинанты получают возможность 
размножения в популяции бактерий, взаимодействующих с растениями. Связь высокой 
панмиктичности с симбиотической стадией жизненного цикла прослеживается для широ­
кого круга микроорганизмов. Так, для болезнетворных энтеробактерий (Escherichia, 
Salmonella) показана высокая интенсивность переноса генов, контролирующих патогенные 
свойства [10, 15], хотя популяционная структура, определяемая путем анализа изофер- 
ментных маркеров, у этих микробов является строго клональной [28]. Свободное комби­
нирование различных аллелей rbcLX и 16S рРНК было выявлено у цианобактерий Nostoc 
для которых весьма характерно вступление в симбиоз с наземными растениями, но не вы­
явлено для других цианобактерий (Microcystis, Planktotrix, Tychonema), не вступающих в 
симбиоз [34].
Нам представляется, что частотозависимый отбор играет важную роль не только в 
формировании популяционной структуры, но и в макроэволюции ризобий. Он может быть 
причиной широкой экспансии зуда-генов в природных бактериальных сообществах, кото­
рая, по всей видимости, привела к формированию огромного таксономического разнообра­
зия ризобий. Дело в том, что ризобии — это полифилетичные по происхождению бакте­
рии. Анализ генов 16S рРНК показал, что их основные группы (роды Azorhizobium 
Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium) дивергировали от гипотетического “общего 
предка” задолго до появления бобовых растений-хозяев [44]. В то же время выявлен ряд 
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— ~ симбиотических (sym) генов, структурно гомологичных и функционально взаимо- 
аиемгл для всех форм ризобий (это “общие” гены вирулентности, которые кодируют 
вез виревой части Nod-фактора, а также ряд генов, контролирующих синтез поверхно- 
ьл структур и регуляцию симбиотической азотфиксации). У свободноживущих бакте- 
I ; гены отсутствуют. Поэтому наличие “общих” syw-генов у неродственных форм 
■бав не может быть объяснено иначе как тем, что эти гены, первоначально возникнув у 
■ввой формы ризобий, переносились между разными бактериями в процессе их ко- 
с растениями-хозяевами.
Важно отметить, описанный механизм опосредованного хозяином повышения попу- 
■вмой изменчивости симбиотических бактерий является далеко не единственным. На- 
мес. доказана стимуляция растением переноса генов между штаммами ризобий, нахо- 
евмв ризосфере или в клубеньках [8, 17, 32]. Пребывание в организме хозяина явля-
■ мутагенным фактором для целого ряда эндосимбиотических микробов. Это было тео- 
згчгс» v. предсказано М. Кимурой более 30 лет назад [23], затем экспериментально пока-
■ хп ряда патогенов животных и растений [12, 16, 38]; предварительные данные име- 
са а хдя ризобий [2, 42].
Чэстотозависимый отбор в ризобиальных популяциях имеет и существенное практи­
ке значение. Во-первых, он может быть использован для выявления высокоактивных 
■шов. встречаемость которых в популяциях низка. Для поиска таких штаммов обычно 
■оьзуют популяции ризобий, выделяемых из клубеньков, причем встречаемость высо- 
■пвных штаммов может возрастать при использовании специальных “растений- 
г-_ек“. способных направленно отбирать их из гетерогенной почвенной популяции [4]. 
■вторых, действие частотозависимого отбора должно учитываться при использовании 
ио-инженерных штаммов ризобий, так как рекомбинанты, которые могут возникать при 
■модействии этих штаммов с аборигенной микрофлорой, в определенных условиях 
гс:6ны быстро размножаться в микробно-растительных системах.
Известно, что частотозависимый отбор осуществляется при различных межорганиз- 
ввкх взаимодействиях в системах “паразит-хозяин”, “хищник-жертва”, а также при 
утривидовой конкуренции за питательные субстраты или за полового партнера [3]. В 
ризитарных системах эта форма отбора обусловливает повышение частот редко встре- 
вшихся аллелей устойчивости (у хозяина) и вирулентности (у паразита), что вызывает 
квнеские изменения генетической структуры системы “паразит-хозяин”. При условии 
■генного контроля признаков устойчивости и вирулентности такие изменения обеспе- 
вают постоянный отбор в пользу рекомбинантных генотипов [13], что, по-видимому, 
иется важным фактором, обусловливающим высокую интенсивность половых процес­
са» в популяциях паразитических организмов, т.е. их высокую панмиктичность.
Таким образом, действие частотозависимого отбора в ризобиальных популяциях — 
чвстный случай важного эколого-генетического феномена — повышения популяционного 
радяообразия микробов, вступающих в симбиоз с высшими организмами. К настоящему 
времени накоплено много данных в пользу того, что взаимодействия с хозяевами обуслов- 
лввают высокую мутационную и рекомбинационную изменчивость, а также селективные 
■оздействия, которые определяют чрезвычайно динамичную структуру популяций микро- 
сивбионтов. Эти процессы обеспечивают повышение полиморфизма и панмиктичности 
иифобных популяций, интенсифицируют происходящие в них процессы отбора и, как 
сзедствие, стимулируют эволюцию симбиотических систем.
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